
13Медицинская генетика [Medical genetics] 2023; 22(11)

Медицинская генетика 2023. Том 22. Номер 11 	  ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
Medical genetics 2023. Vol. 22. Issue 11 � ORIGINAL ARTICLES

https://doi.org/10.25557/2073-7998.2023.11.13-19

Экспрессия генов иммунных контрольных точек при прогрессии рака почки

Апанович Н.В.1, Апанович П.В.1, Халмурзаев О.А.2, Матвеев В.Б.2, Алимов А.А.1

1 –	 ФГБНУ «Медико-генетический научный центр имени академика Н.П. Бочкова»
115522, г. Москва, Россия, ул. Москворечье, д. 1

2 –	 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России
115478, г. Москва, Россия, Каширское шоссе, д. 23

Светлоклеточный почечно-клеточный рак (скПКР) является наиболее распространенным и агрессивным гистологическим 
подтипом почечно-клеточного рака. На момент постановки диагноза у трети больных имеют место отдаленные метастазы. 
Значительный прогресс в лечении метастатического рака почки достигнут с началом применения таргетной терапии и терапии 
ингибиторами иммунных контрольных точек. Тем не менее такая терапия не всегда эффективна. В этой связи актуально изучение 
молекулярных механизмов, лежащих в основе резистентности и прогрессирования рака почки. В данном исследовании изучены 
образцы опухоли от пациентов с метастатическим и неметастатическим скПКР. В опухолевой ткани по сравнению с сопутствующей 
ей гистологической нормой был проанализирован уровень экспрессии восьми генов: CD274, LGALS9, PVR, TDO2, IDO1, CD276, 
CEACAM1 и ADAM17. Экспрессию генов анализировали методом ПЦР в реальном времени. В результате анализа выявили гены 
с наиболее часто повышенной экспрессией при скПКР: LGALS9, TDO2 и IDO1. Показаны статистически значимые различия уровней 
экспрессии в изучаемых группах для генов CD274, PVR и CD276 (тест Манна-Уитни, p = <0,001; 0,003; 0,004, соответственно). 
Полученные данные о молекулярно-генетических механизмах прогрессирования опухоли могут внести вклад в разработку 
новых терапевтических подходов. 
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Clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) is the most common and aggressive histologic subtype of renal tumors. At the time of diagnosis, 
one-third of patients develop distant metastases. Significant progress in the treatment of metastatic renal cancer has been made with 
the advent of targeted therapies based on immune checkpoint inhibitors. However, such therapy is not always effective. Therefore, 
it is relevant to study the molecular mechanisms underlying resistance to therapies that promote renal cancer progression. In this study, 
tumor samples obtained from patients with metastatic and non-metastatic ccRCC were investigated. The expression levels of eight 
genes, CD274, LGALS9, PVR, TDO2, IDO1, CD276, CEACAM1 and ADAM17, were analyzed in tumor tissue compared with the corresponding 
histological normal tissue. Gene expression was analyzed by real-time PCR. LGALS9, TDO2 and IDO1 genes were found to be most 
frequently upregulated in kidney cancer. Statistically significant differences in expression levels in the studied groups were shown for 
CD274, PVR and CD276 genes (Mann-Whitney test, p = <0.001; 0.003; 0.004, respectively). Our findings on the molecular genetic level 
of tumor progression may be useful for the development of new therapeutic treatment regimens.
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Введение

Почечно-клеточная карцинома является шестым 
по распространенности раком у мужчин и де-
вятым по распространенности раком у женщин 

во всем мире [1]. Светлоклеточный почечно-клеточ-
ный рак (скПКР) является наиболее распространен-
ным типом среди всех новообразований почек (80-90% 
случаев рака почки). Он характеризуется высокой зло-
качественностью и имеет самый высокий уровень 
смертности среди опухолей мочеполовой системы [2]. 
Летальность в первый год наблюдения составляет по-
рядка 20% [3]. Примерно у 30% больных при первич-
ной постановке диагноза выявляют отдаленные мета-
стазы [4]. При этом 5-летняя выживаемость больных 
скПКР с метастазами составляет 12% [5].

С началом применения таргетной терапии и ин-
гибиторов иммунных контрольных точек (иИКТ) при 
метастатическом скПКР достигнуты значительные 
успехи в лечении, но такая терапия не всегда дает по-
ложительный результат [6]. Только у 10-30% пациен-
тов, получавших иИКТ в монотерапии, наблюдается 
устойчивый противоопухолевый эффект по сравне-
нию со стандартными вариантами лечения. Большин-
ство пациентов не отвечает на терапию иИКТ из-за 
врожденной или приобретенной резистентности опу-
холи. В то же время, у небольшой группы пациентов 
при лечении иИКТ наблюдается гиперпрогрессия 
заболевания с медианой общей выживаемости око-
ло 3 месяцев. Этот эффект наблюдался как у паци-
ентов, получавших лечение ингибиторами PD-1, так 
и у пациентов, пролеченных ингибиторами PD-L1. 
Первоначально для прогнозирования эффективно-
сти анти-PD-1/PD-L1 основывались на оценке уров-
ней экспрессии белка PD-L1, которую оценивали 
по результатам иммуногистохимического исследо-
вания.  Но в дальнейшем было показано, что у части 
пациентов наблюдается клинический ответ на лече-
ние независимо от уровня экспрессии PD-L1 в опу-
холевых клетках. В то же время, у другой части паци-
ентов, несмотря на высокую экспрессию PD-L1, ле-
чение иИКТ не приносило пользы. В связи с этим, 
встал вопрос о том, что для эффективности терапии 
иИКТ могут иметь значение и другие факторы, регу-
лирующие иммунный ответ [7].

У значительного количества больных скПКР моно-
терапия иИКТ остается неэффективной, а комбини-
рованная терапия, нередко ведет к тяжелым побочным 
эффектам. Показано, что блокирование белков одной 
иммунной контрольной точки (ИКТ) может привести 
к активации экспрессии других белковых молекул, ре-
гулирующих иммунный ответ. Разработка новых тар-
гетных препаратов, нацеленных на новые ИКТ, мо-
жет стать перспективным подходом к лечению скПКР 
в будущем [8, 9]. В этой связи расширение наших пред-
ставлений о том, как опухоли скПКР избегают дей-
ствия иммунного надзора, имеет решающее значение 
для совершенствования тактики лечения. 

В данной работе исследовали уровни экспрессии 
восьми генов, влияющих на противоопухолевую ак-
тивность иммунной системы, и их особенности в свя-
зи с прогрессией у больных скПКР. 

Методы

 Образцы ткани почки (опухолевая ткань –  
скПКР и морфологически нормальная ткань той же 
почки) были получены и клинически охарактеризова-
ны в НИИ клинической онкологии ФГБУ НМИЦ он-
кологии им. Н.Н. Блохина Минздрава России. Всего 
было исследовано 65 парных образцов ткани от паци-
ентов со скПКР, среди них 37 мужчин и 28 женщин. 
В выборку были включены 27 пациентов с метастати-
ческим и 38 с неметастатическим скПКР. Все пациен-
ты подписали информированное согласие.

Для выделения РНК использовали набор RNeasy 
Mini Kit (QIAGEN, США). Выделение производили 
согласно инструкции к набору. Качество выделенной 
РНК проверяли при помощи электрофоретического 
разделения в 1,8% агарозном геле. Концентрацию РНК 
в водном растворе оценивали спектрофотометрически. 

Реакцию обратной транскрипции проводили с ис-
пользованием набора MMLV RT (Евроген, Россия). 
Для регистрации сигнала полимеразной цепной ре-
акции в реальном времени использовали оборудо-
вание QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Applied 
Biosystems, США) и соответствующее ему программ-
ное обеспечение. 
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В качестве реакционной смеси использовали гото-
вую смесь qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Россия) и ори-
гинальные олигонуклеотидные праймеры для каждо-
го гена (табл. 1). В качестве эндогенного контроля ис-
пользовали ген GAPDH. Оценку относительного уровня 
экспрессии проводили с использованием программно-
го обеспечения QuantStudio™ Design & Analysis Software 
методом ∆∆Ct (RQ). 

Статистическую обработку данных осуществля-
ли с использованием программного обеспечения 
Statistica 10.0 и MedCalc. Для поиска ассоциаций ис-
пользовали тест Манна-Уитни (U-test) и анализ ло-
гистической регрессии. Различия считали значимы-
ми при р<0,05.

Результаты

Экспрессию генов при прогрессии рака почки 
изучали на выборке парных образцов ткани опухоли 
и сопутствующей ей нормальной ткани, полученной 
в ходе резекции первичного очага. Средний возраст 
больных 60,6 года. На гистологическом уровне все об-
разцы опухолевой ткани были классифицированы как 

скПКР. Обобщённые клинико-морфологические ха-
рактеристики больных представлены в табл. 2. 

В исследовании проанализировано 65 парных образ-
цов, доля образцов от больных метастатической формой 
рака почки составила порядка 42%. Вторичные опухоле-
вые очаги были локализованы в типичных для рака поч-
ки тканях и органах с преобладанием метастазов в легкие.

В исследовании оценивали изменение уровней экс-
прессии генов CD274, LGALS9, PVR, TDO2, IDO1, CD276, 
CEACAM1 и ADAM17 в опухолевой ткани по сравнению 
с сопутствующей ей гистологической нормой. Перечис-
ленные гены относятся к группе генов, вовлеченных 
в регуляцию иммунного ответа. Неконтролируемая экс-
прессия этих генов способствует ускользанию опухоли 
от действия иммунного надзора. Повышенным счита-
ли уровень экспрессии гена в опухоли, отличающийся 
в 2 и более раз от экспрессии в нормальной ткани. Ре-
зультаты анализа представлены в табл. 3. 

Дисрегуляция экспрессии была выявлена для всех 
генов, но с разной частотой. Реже всего она наблюдалась 
при анализе экспрессии генов PVR и CEACAM1, играю-
щих роль в клеточной адгезии, и чаще всего при анали-
зе генов LGALS9, TDO2 и IDO1, вовлеченных в негатив-

Таблица 1. Последовательности праймеров для ПЦР-РВ.

Table 1. List of primers for Real-Time PCR.

Ген Направление Последовательность (5’→3’) Длина продукта (п.н.)

CD274
Forward GTGCCGACTACAAGCGAATT

104
Reverse TGTCAGTTCATGTTCAGAGGTG

LGALS9
Forward GATGAGAATGCTGTGGTCCG

260
Reverse GAAGCCGCCTATGTCTGCA

PVR
Forward CTACACCTGCCTGTTCGTCA

186
Reverse TCTGAGTGCCAGGTGATTTG

TDO2
Forward TCCTCAGGCTATCACTACCTGC

110
Reverse ATCTTCGGTATCCAGTGTCGG

IDO1
Forward CCAGCTATCAGACGGTCTG

228
Reverse CGGACTGAGGGATTTGACTC

CD276
Forward GGCTGTCTGTCTGTCTCATTG

176
Reverse TCCATCATCTTCTTTGCTGTCA

CEACAM1
Forward CCACTTCACAGAGTGCGTGTA

182
Reverse CAGCTGTAGCCAAAAAGTTGC

ADAM17
Forward GCTTGGATCTTGGCAAGTGT

150
Reverse CATCGACATAGGGCACACAG

GAPDH
Forward GGCTGCTTTTAACTCTGG

190
Reverse GGAGGGATCTCGCTCC
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ную регуляцию Т-клеточного ответа. Проведена оцен-
ка связи между изменением уровня экспрессии генов 
и метастатической стадией развития болезни. Для этого 
сравнили экспрессию генов в ткани опухоли у больных 
с метастазами и без. Результаты сравнения относитель-
ной экспрессии между группами представлены на рис. 1.  

Было показано, что для всех генов, кроме IDO1, 
значения медиан уровня экспрессии больше в группе 
без метастазов, что подтверждает анализ частот повы-
шения экспрессии генов, представленный на рис. 2. 

Оценку значимости наблюдаемых различий про-
водили с использованием теста Манна-Уитни и ана-
лиза логистической регрессии. Полученные результа-
ты представлены в табл. 4.

В результате проведённой оценки выяснили, что 
увеличение уровня экспрессии генов, регулирующих 
иммунный ответ, не связано с прогрессией опухоли. 
Напротив, для генов CD274, PVR и CD276 обнаружено 
достоверное снижение в группе образцов от пациен-
тов с метастатическим раком почки.  

Обсуждение

В настоящей работе исследовали некоторые гене-
тические особенности опухолевых клеток, которые 
формируются при участии сигнальных молекул кле-
ток опухолевого окружения, что имеет значение при 
выборе стратегии лечения [10].

Таблица 2. Клинико-морфологические характеристики больных со скПКР.

Table 2. Clinical features and morphologic characterization of the sample.

Характеристика Количество больных

Стадия TNM I 22

II 4

III 16

IV 23

Наличие метастазов С метастазами 27

Без метастазов 38

Локализация метастазов Лимфатические узлы 13

Легкие 11

Надпочечник 5

Кости 3

Печень 2

Другие 5

Таблица 3. Частота повышения уровней экспрессии генов в выборке.

Table 3. Frequency of elevated expression levels in the sample.

Ген Частота изменения экспрессии по отношению к норме,
повышена/не повышена

Доля образцов с повышенной 
экспрессией, %

CD274 10 /55 15,4

LGALS9 28/37 43,1

ADAM17 13/52 20

PVR 7/58 10,8

TDO2 25/40 38,5

IDO1 36/29 55,4

CD276 18/47 27,7

CEACAM1 8/57 12,3
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Рис. 1. Относительная экспрессия генов (RQ) в группах без метастазов и с метастазами. Значения экспрессии генов представ-
лены в логарифмическом масштабе.

Fig. 1. Relative gene expression (RQ) in groups without and with metastases. Gene expression values are presented in logarithmic scale.

Рис. 2. Частота повышенной экспрессии генов ИКТ в опухоли скПКР относительно нормальной ткани в группах без метастазов 
и с метастазами. 

Fig. 2. Incidence of elevated expression of immune checkpoint genes versus normal tissue in groups without and with metastases.

Таблица 4. Значимость различий уровней экспрессии в группах опухолей скПКР без метастазов и при метастазировании.

Table 4. Significance of detected differences in expression levels in tumors without and with metastasis.

Гены Манна-Уитни тест, p Логистическая регрессия, p
CD274 <0,001 0,0325
LGALS9 0,064 0,047
PVR 0,003 0,027
TDO2 0,484 0,825
IDO1 0,675 0,640
CD276 0,004 0,035
CEACAM1 0,109 0,124
ADAM17 0,057 0,054
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Выявлены гены (LGALS9, TDO2 и IDO1), уровень 
экспрессии которых наиболее часто повышается при 
скПКР. Два из них, TDO2 и IDO1, связаны с катабо-
лизмом триптофана и играют важную роль при фор-
мировании механизмов ускользания опухолевой клет-
ки от действия иммунного надзора. TDO2 − триптофан 
2,3-диоксигеназа и IDO1 − индоламин 2,3-диоксиге-
наза осуществляют окисление L-триптофана в N-фор-
мил-L-кинуренин, что является первой и лимитиру-
ющей стадией кинуренинового пути [11]. Ген LGALS9 
кодирует белок галектин 9, который является лигандом 
рецептора Tim-3, маркера истощения цитотоксических 
Т-лимфоцитов [12]. Ранее отмечалось, что уровень экс-
прессии IDO1 и LGALS9 часто повышен при раке почки 
[9]. Таким образом, наблюдаемое увеличение уровня 
экспрессии является одним из ключевых механизмов, 
обеспечивающих ускользание клеток опухоли поч-
ки от действия иммунного надзора. Важно отметить, 
что данный эффект наблюдается на фоне понижения 
экспрессии другой ключевой молекулы, участвующей 
в индукции анергии цитотоксической субпопуляции 
Т-лимфоцитов, PD-L1 (CD274). Данный лиганд по-
давляет Т-клеточный иммунитет посредством взаи-
модействия с рецепторами на Т-клетках, такими как 
PD-1 и CD80 (B7.1) [13]. Показано, что при понижен-
ной экспрессии PD-L1 в опухолевых клетках, но по-
вышенной экспрессии IDO1 в ткани скПКР, ответ на 
лечение ниволумабом (моноклональное антитело про-
тив белка PD-1) может быть значительно лучше, чем 
в группе сравнения [14].

В нашем исследовании при анализе тканей, полу-
ченных от больных метастатическим и неметастастиче-
ским скПКР, были выявлены различия в уровнях экс-
прессии ряда генов между группами. Показано, что для 
генов CD274, PVR и CD276, имеющих отношение к ак-
тивации процессов миграции, инвазии и ускользания 
опухоли от действия иммунного надзора, характер-
но повышение уровня экспрессии на ранних стадиях 
развития опухоли [15, 16]. Полученные сведения под-
тверждают существующие наблюдения о том, что для 
части больных низкая экспрессия CD274 может быть 
связана с плохой общей выживаемостью и выживае-
мостью без прогрессирования при скПКР [17]. Похо-
жие результаты были получены и при анализе ассоциа-
ции пониженного уровня PD-L1 с метастазированием 
и рецидивированием опухоли при трижды негативном 
раке молочной железы [18]. Эти данные указывают на 
то, что пониженный уровень экспрессии CD274 может 
быть ассоциирован с прогрессией заболевания у части 
больных. Полученные нами сведения об особенности 

экспрессии генов PVR и CD276 в опухоли скПКР в за-
висимости от процесса метастазирования являются 
новыми и расширяют существующие представления 
о молекулярных механизмах прогрессии скПКР. Оче-
видно, что подавление экспрессии этих генов предпоч-
тительнее на ранних стадиях развития рака почки, что 
необходимо учитывать при разработке новых страте-
гий лечения с использованием таргетных препаратов. 

Заключение

В данном исследовании получены данные о генах 
с наиболее часто повышенным уровнем экспрессии – 
это гены LGALS9, TDO2 и IDO1. Впервые выявлено 
снижение уровней экспрессии генов PVR и CD276 при 
метастатическом скПКР по сравнению с неметастати-
ческим. Эти результаты могут быть полезными для раз-
работки новых терапевтических подходов к персона-
лизированной медицине, а также для лучшего пони-
мания молекулярных механизмов, лежащих в основе 
прогрессирования скПКР. 
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